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藤 田 秀 人
転写因子 E T S l蛋白は増殖国子 やサ イ ト カイ ン な ど の 細胞外刺激 に対 して 起 こ る細胞内シ グナ
ル 伝達系の 最終 エ フ ェ ク
ダ ー 分子 の 一 つ で ある. m -1蛋白は , リ ン パ 球細胞 の 増殖 , 分化お よ び発生 に関与す る因子 の 遺伝子発現調節を担う
と共に ,
形態形成や組織再構築 に伴う 血管新生 に 重要な細胞外マ トリ ッ ク ス 分解酵素お よ び細胞接着因子の 発現 にも深く関
わ っ て い
る . 掛 こ, E T S l に より発現調節 を受ける こ れ らの 血 管新生関連遺伝子 は腫瘍血管 の 新生の み な らず, が ん細胞
の 浸潤 と転移
にお い て も重要な機能を果たす こ とが 既に 明ら か に され て い るが , が ん細胞内 に お ける m
-1蛋 白の 機能や転移形質と の 関連
性 に関し て は明 らか で はな い . 本研究で は , 胃 が ん の 悪性形質発現 の 細胞内活性化因子 と して E T S
l蛋白お よ び c-βね一1遺伝子
に着日 し, ヒ ト胃が ん培養細胞株およ び胃が ん組織 に お ける c 血
-1の 発現 と転移関連国子 の 遺伝子発現を解析 し, それ ら の 相
互 関連性 お よ び 浸胤 転移 と の 相関に つ い て検 討 し た･ ヒ ト胃が ん培養細胞6株 にお ける 遺伝子発現を逆転写
-P C R法 に より
角牢析 した結果, 5掛 こお い て , C- ぬ 1, ウ ロ キ ナ
ー ゼ塑 プ ラ ス ミ ノ M ゲ ン アク チ ベ ー タ ー (urok ina se-ty Pe pla smin oge n a ctivator,
u -PA), マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ (m atrix m etallopr otein a s e･ M M P)-1, M M P阻害因子ql･ イ ン テ グ リ ン
ー
α2, イ ン テ
グ1) ン ー α 3, イ ン チ グ
1) ン ーβ4 お よびc一 肌 好適伝子 の協調的発現を認 め た ･ ま た , C- etS-1 m R N A に対する ア ン チ セ ン ス オリ
ゴ ヌ
ク レ オチ ド処理 に より, 胃が ん細胞株 N U G C-3の u- m と M M P-1の 発現 お よ び , イ ン テ グ リ ン
ー
α 2蛋白 の 発現 の 低下が認め ら
れ , 肝 S l蛋白 が こ れ ら の 遺伝子発現 を正 に制御 して い る こ とが 示 さ れ た ･ 原発性胃 が ん1 03例 にお け
る抗 訂 S-1抗体 を用 い
た免疫組織化学染色で は , 73例 (71 %) で 訂 S l蛋白 の 発現 が , が ん細胞 の 核内と細胞質 に認 め ら れ た ･ m S l蛋白の 発現 は
分化型 の 胃が ん に多く, 壁深速度 , 肝転移と の 間 に統計学的 に有意な相関を認め , 発現群 は非発現群 より有意 に予後不良であ
っ た . また , E T S-1蛋白発現と u -P A およ び M M P-1蛋白発現 と の 間 に正の 相関を認 め た ･ 以 上 の 結 果か ら･ E TS
-1蛋白 の 発現
は胃が ん の 悪性形質発現 にお ける細胞外マ トリ ッ ク ス 分解酵素お よ び細胞接着因子 の 協調的な転写活性化に関与 して い る こ と
が 明ら か に さ れ た .
鮎 y w o rds gastric c a n c e r, C
-etS-1, e Xtr a C ellular m atrix degr adatio ne n zym es, a ntis e n s e
Oligo nu cule otide, m etaStaSis
c- gね-1遺伝子 は , 鳥類 の 白血 病 ウ イ ル ス で ある E26か ら 単離
さ れ た Ⅴ-βね の ホ モ ロ グ と して 同定 さ れ た が ん 原性遺伝子であ
る
1)2)
. c- etS-1の 遺伝子産物であ るE T S-1蛋白 は ヘ リ ッ ク ス ･ タ
ー ン ･ ヘ リ ッ ク ス 構造を有し, C末端側 の 85個の ア ミ ノ 酸 か ら
な る D N A結合ドメ イ ン に よ っ て標 的遺伝子の 転写調節領域 に
存在する βね結 合配列 (G G A A/¶ に結合す る こと に より , そ の
転写を調節する . c- etS-1の D NA結合 ドメ イ ン と相同性 の 高い 構
造 を有する遺伝子産物 が次 々 と同定 さ れ , βね 群遺伝子 フ ァ ミ
リ ー を形成 して い るが , C一 βね-1 は そ れ らの プ ロ タ イ プで あ る
:‡)
.
が ん細胞 の 組織浸潤性と遠隔臓器 へ の 転移性の 発現 に お い て
は , ウ ロ キ ナ
ー ゼ 塑 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ
ー
(u r okin a se-tyPe pla s min oge n a ctiv ato r, u-P A)や マ トリ ッ ク ス メ
タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ (m atrix m etalloprotein ase, M M P) な ど の 基
底膜 や 問質の 細胞外 マ トl) ッ ク ス 成 分(e xtr a c ellula r m atrix ,
E CM) の 分解酵素や , 基底 膜細胞間ある い は 細胞-E C M間 の 相
互作用 に関 わ る 細胞接着因子 な どの い わ ゆ る 癌転移関連因子
は, 最 も重要な形質と な る
415)
. 最近, こ れ らの 因子の 発現 に は,
βね フ ァ ミ リ ー を 介 し た転写調節系が存在 して い る こ と が 示唆
さ れ て い る . 胃が ん に つ い て も, 転移関連遺伝子 と臨床病理学
的悪性度 と の 関連性 が示 さ れ て きた … . しか し, 個 々 の 転 移
関連因子 に つ い て の 解析 は 進ん で い るが , そ れ ら の 相 互 関係 や
そ の 制御機構に つ い て の 研究報告 は少 な い .
本研究 で は 胃が ん細胞 に お け る, 転写 因子 c-βね-1を中心と し
た転移関連遺伝子発現の 制御系に つ い て 検討 を行い , さ ら に臨
床 で の 胃が ん の 浸潤 , 転 移 にお ける E T S-1蛋白の 発現意義 を明




本研究に用 い た ヒ ト細胞株 は , ヒ ト胃が ん 由来細胞株 と して
M K N-4 5, N U G C-3, K 〟r O
-ⅠⅠ(ヒ ュ ー マ ンサ イ エ ン ス 研究資源
平成9年11月27日受付, 平成9年12月26日受理
A bbreviatio n s: D T r, dith iohreitol;E C M, e Xtr aC euular m atrix;FBS,fetal bovin e s erum;H G F, hepato cyte gr
o w血
factor; M M P, m atrix m etallopr otein a se; M T
- M M P, m e mbr an ety pe- M M P; M
′
汀 , 3-(4,5-dim ethylthiaz ol-2Jyl)-
2,5-diphenyltetr a z oliu mbr o mide;P AI, Pla s min oge n activ atorinhibito r;P B S,Pho sp
hate-buffer ed s alin e;R r P C R,
胃が んと 転写国子c-gね-1
バ ン ク より供与), K K LS, N K PS(以 上 2株 は 金沢大学が ん研
究所外科 よ り 供与), T M K-1(広島大学病 理学教室 より供与)
の 6種 と, 不死 化 し た 胎児線維芽細胞で ある K M S T-6(金沢大
学 が ん 研究所 ウ イ ル ス 部 より供与) の 計7種類であ る . 組織培
養液と して は1 0 %非働化 ウ シ胎児 血清 (fetal bo vin e s e ru m,
F B S) (Gibc o, Gr a nd Isla nd, U S A) と 50/Lg/ml カナ マ イ シ ン
(和光 , 大阪)を含む R P M ト1640培地 (日水製薬, 東京) を用い
た. 各細胞 は組織培養液中に お い て , 5 % C O2存在下, 37℃ で
培養 し た.
2. 対象症例
1985年 より1 993年の 間 に金沢大学第二外科に て 外科的 に切
除され た原発性胃が ん103例 の 10 % ホル マ リ ン 固定切除標本を
用 い た . 症例 の 内訳 は , 管状腺が ん35イ軌 乳頭状腺 が ん7例,
低分 化脱が ん53イ札 粘液が ん4例 , 印環細胞が ん4例 で あり,
病期別 に は , Ia期お よ び I b期17例, Ⅱ 期30例, Ⅲa期 お よ び
Ⅲb期 28例 , Ⅳa期 お よ び Ⅳb期28例で あ っ た . 各臨床病理学
的国子の 記載は胃が ん 取り扱い 規約(改訂12版)… に従 っ た .
1[. 逆転写-P C R法(re v e rs etra n s criptio n- P CR R T- P C R)
を用 い た m R NA発現の解析
1. が ん細胞株か らの R N A抽出
細胞 (107個) に1mlの ア イ ソ ジ ュ ン (ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 東京)
を加え懸濁 させ た . 室温 にて 5分間放置 し , 0.2mlの ク ロ ロ ホ
ル ム を加え , 振 没後室温 にて 2 ､ 3分間放置 し た . 続 い て 4 ℃
にお い て12,00 0rpm , 10分 間遠心 した . 上 層を新 し い チ ュ ー ブ
に移 し, 0.5mlの イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加え て 混合 し, 室温で 5
分間放置 した 後, 4℃ にお い て 12,0 00rpm , 10分間遠心 した .
1mlの 75% エ タ ノ ー ル を 加え洗浄 し, 風乾 した 後滅菌蒸留水
を加え溶解 させ た . 260n m に お け る吸光度を測定 し, 1 0 D を
40/1g/ml として R N A濃度を算出 した . R NA試料 は滅菌蒸留水
を用 い て 40 0FLg/ml に調製 し, 引 き続き R T反応 お よ び P C R
(R トP CR) 法を行 っ た .
2. 紆トP C R プ ラ イマ ー お よ び プ ロ ー ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド
の 作成
表1 に, R r P C R に用 い た28種の 遺伝子 に対する特異的 な プ
ライ マ ー お よ び プ ロ ー ブを示す. 対象 と し た遺伝子 は以 下の と
お りで あ る ; ヒ トc-etS-1, u-P A と その 関連遺信了▲と して , プ ラ
ス ミ ノ ー ゲ ン ア クチ ベ ー タ ー 阻害囚1･ (pla s min oge n a ctiv ato r
inhibito r, Pju)-1, P Al-2, u-P A受有休(u-P Ar e c epto r, u-P A R),
M M P と その 関連遺伝1
'
･ と して , M M P-1, M M P-2, M M P-3,
M M P-7, M M P-9, 膜 貫通型(m e mbra n etype)1- M M P, M T 2-
M M P, M T 3-M M P, M M P阻害l火l 子 (tis s u einhibito r s of
metalloprotein a s e, TI M P)-1, TI M P-2, イ ン テ グ7) ン 遺伝+と
して は α お よ び ノ? サ ブ ユ ニ ッ ト の 各 々 に 対 し て , イ ン テ グリ




′･9 5, が ん 原性遺伝子 と し て, C雄別好, C- g γ∂B-2, 内部標準と し
て ′9
- ア ク チ ン を R トP C Rの 対 象と し た (表1), プ ロ ーブ の 二j2p標
識は , プ ロ ーブ 13pm ol に対 し[γ- 32p]A TP 50/jCi(Am e rsha m,
Bu ckingha m shir e, Engla nd), ポ リ ヌ ク レ オチ ドキ ナ ー ゼ 緩衝
液[50mM Tris-H Cl(pH 7.6), 10m M MgC12, 5m M ジチ オ ト レイ
ト ー ル (dithiothreitol, D T口 , 1 0m M ス ペ ル ミ ジ ン , 0.1m M
ED T A(pH 8.0)】, 10単位T 4 キ ナー ゼ (宝酒造, 京都) お よ び 滅
TiIble l･ 01igo nu cle otidcr}T lm erS andpr〔)be sror theR TTPCRa nalys IS
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'-GATAGC A AG TA GT CATrC TG C-3r
5
'





rCACCAC CA TC GA GA-3'5r･A T CAGCTr CA AACA G TC AT-31
5
1
･A G G CAG ATG GT CTG TAT AGT･3
L
5.･lTACC TC GA ATG CATTTCCT-3■5'･TTG CACA G C CTCIT A C CA TA-3r
5
l
･TC A TCAG ACAT GAG CTGT G A-3'
5I-A'rGG GA TC A AG ATTGATGA-31
5
一-TC ^GT A TA GTT G A C TTG TTA3I5'･A G A G AC CA G AT TCA CA TC A AT-3I
5
●
･T AAGCT G m G G TGA GA A(コT,3'
5'一丁A C^T CATC TG TA C AG GTG T-3I5'-TA G A CT TCC TA GAA T GT C A･31
5
■
･ A ^ CT CTA G ATG CTCAG AC Tr-315■-A ACGACT rCTr CA A C AA G ^T-3.
5
■-AC A A G CÅA G CC AGATTC TG C CG ^-31
5
r-G A TGTATTG ATG G TG ACC T-3■
5
'




-A C CCC A G CCCTC TA CAG G G TA C A GTGA G_3.
5




-T T G A^ G G TA GTTTC GG A T-3.5'･ A CTGA C TA CCTCATGA A G AT-3
5
l
,AAAGT GACTGG GA A ^ CCAGA T･3r5●一人TA TCA G T AG A AT G GGA AGTC-3.5●-A G CAG ACATC AT GA T AT CTT TTGTC-3●
5
'JIT CTT CA A G GCC G TTCATT-3I5l-AGTCG G A TT GA TG C rrC CA AN3-
5
l-TT G ATGCGGT AT AC G AG C CC CA C AT3r
5
l-CCACC TT ^C AT A CA G GA TT G T･3■
5
-LTAT AT CA TCT rG A G ACAGG C G-3
r
5l-TG T AT GA A(〕GAGAG GC TG A T^-31
5
'
･ A TGTT A^ ACT CC CG CG TC A TA-31
5
'-C AG CAT ÅCA G G AA G TTAAT CC-315'･ TG C C^G AT GTT G CA GA A T ACT･31
5
r
･ TG GCAG A A AT AG G CT TTCT CT-3'5r･ G G^ A C AG CTGTA m GTT C A･3■
5
■-TTCA AGG A TG G G AA G TA CT G G CG A T･31
5.-TG C AC CTGT GT CCC A CC CCACC CA C^ GA C GJ1
5
l-GG CTA T C T G G GA CC G C A G G G A C TG CAG G T-3
'
5'-TTCA CCA A G ACC TA C AC TG TTGG C-3'
5
l
･ CC G A CG C CTG C A(;CT G CTC C CC GG T GCACC CG-31
5
l
-GGAA G CT m ATG G G TCC TC G AT G TCG A G-3.5㌧A TG G C A A C CTA TC A AGGG ATC CA-3-
5
`
-G CTT G C^ AGTA A C ^ GGC A AT3r5'-A AATT CT CC GT GTC CATC A-3.
5
1-C TAC ATC CG TG A G(】G C CATG A G A_3r
5l.TC GA C G A A G A G ^CCA AGG AG T･3'
5
'




NGG AA G TG G AACA A C CA C CA T-3'
5
'-ATG T G C TAC AGT CTGC G G A C-31
5
●




{ ;T G G^CA G A A A C A^ ATr(】A C-3'
5
l-TG A CA TC AGTT G T A AT GCAG-3
'
5l-T(;〔iTC T し1A TC T^CTCAT CTT3'
5





A CATC T AT C^CA G TA.315■-^T〔1T GC A AGIT G CTC TC A▼3'
5
l-(.; AT(;T (i(jATG AGA AC TC TAL3
'
51vAACTlでTG ACG T(1A T TAC AGG A｣ `
5

























C C A ^ ^ (
1
T G ^ A C-315P-AA(t^ C lt ;TCAT亡GT A(1CTAG A-3■
5
'一ALIT GCTG C T (;('C〔;A AA ^ TA T CA G-3
P
5


































G (; CCA (1 AT GA
r
rT CG AAGA A-3■
5
.-T(ごAGTT AGC GTC AG CAC GTGT TT-3.
5
■-〔iGT CTT CA TA TCAT AG CAGG-3'
51rGG AC ACC ATCTG CG AGAT CAACTA-3I
5
.
･ A CA GTA CTT CAGCAT AGC AGCAG-3'
5
.
-CTTC AA GGT CAA G AT GG TG G A CGAT3
.
5
■-GG ATC AG CT GAG GAT CT TA AT CTC-3'
5
1
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,
u-P Are c eptor
6 56
菌蒸留水 を加え全量20〃1と し, 37℃に お い て4 5分間反応 さ せ
た 後 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に用い た .
3. R T- P C R反 応 お よ び サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
R N A 4iL gに 対 して オ リ ゴ (d T) プ ラ イ マ
ー (Pe rkin Elm e r
Cetu s, No r w alk, C A)50pm ol を加 え, 6 8 ℃ におい て15分間,
ア ニ ー リ ン グを行 い , 水 中に お い て 急冷した . R T反応繚衝液
[5 0m M Tris- H Cl(pH 8.3), 40m M K C l, 8m M MgC12】,
5m M D T T, 0.5m M デ オ キシ
1) ボヌ ク レ オチ ド混合液 (d A T P,
d C T P, d G T P, dT TP), 20単位 R Na se阻害因子(Pr o mga Biote c,
M adis o n, US A), お よび 4単位逆転写酵素 (LifeScie n c e s, St.
Petersbu rg, U S A) を加え, 全量20FLl と した. 40 ℃ に おい て90
分間の 逆転写反応 を行 い , CD N A を合成 した . 引 き続き9 5 ℃に
お い て5分間加熱 し , 逆 転写酵素を失宿 させ た . 冷却後 , 調 製
した cD N Al/1 に対 し て P C R反応横衝液[50m M Tris
-1i Cl
bH 8.3), 40m M K Cl, 8m M MgC12], 0.5m M デ オキ シリ ボヌ ク
レオ チ ド混合軌 2.5単 位Taq D N Aポ リメ ラ ー ゼ (宝酒造)お よ
び各々 50pm olの プ ライ マ ー を加え, 滅菌蒸留水に よ り全量100
/L =二調 整 し た . P C R反応 に は D N A サ
ー マ ル サ イ ク ラ~
(Perkin-Elm e r) を使用 した . 熱変性を 94 ℃, 1分 間30秒 , ア ニ
ー リ ン グを48℃, 2分 臥 D N Aの 伸 長を72℃, 2分 間と し, こ
れ を1 サイク ル と して , 3 サ イ クル 施行 した後 , 熟変性を94 ℃,
40秒, ア ニ ー リ ン グ を48℃, 1分間30秒, D N Aの 伸 長を72℃,
1分 間20秒 で さ ら に25 サ イ クル 行 っ た . 得 ら れ た P C R産物を,
走電圧100V におい て2 % ア ガロ ー ス ゲ ル で 電気泳動後, ナ イ ロ
ン メ ン プ レ ン フ イ)L/ ダ ー (Hybo nd- N +, Ame r sha m) に 転写 し
た . ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー に 10分 間紫外線 を照射 し
て , D N Aを フ ィ ル タ ー に固定 した . フ ィ ル ターは ハ イ プ リ ダ
イ ゼ ナ シ ョ ン 綬 衝液 [6× SS C, デ ン ハ ル ト液 (0.1 % ポ リ ビニ
ル ピ ロ リ ド ン , 0.1 % ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン , 0.1 %フ ィ コ ー ル
400), 10 %硫酸 デ キ ス ト ラ ン , 0.1 % SD S, お よ び 0.1mg/ml サ
ケ 精子 D N A]中, 42℃ の 恒温水槽 に お い て3時間 の プ レ ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . その 後, 0.05 %Ⅳ/ Ⅵ=-2p標 識 プ
ロ ー ブ を加え, 42℃ に お い て 16時間の ハ イ プ リ ダイ ゼー シ ョ
ン を行な っ た . フ ィ ル タ ー は2 × SS C お よ び 0.1 % S D Sを含 む
溶液中で45 ℃, 15分の 洗浄 を2回行 ない , 引き続き0.1× S SC
お よ び0.1 % S D S を含 む溶液中で4 5℃, 1時間の 洗浄を行 っ た .
洗浄後, Ⅹ線 フ イ ル ム (Kodak, Ne wYo rk, U S A)を月巨､て 室温
~1r12､ 18時 間の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ ー で 解析 を行 っ た . さ
ら にP C R産物量 の 測定 は バ イ オイ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ
ー (富__ヒフ
イ ル ム , 束京)を用 い て , 相補結合 し た プ ロ ー ブ D N Aの 放射浦
性を計測 して 行 っ た .
】l【. ア ン チ セ ン ス お よび コ ン トロ ー ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの
合成
c_ etS-1 m R N Aの 第 一 エ キ ソ ン の 開 始 コ ド ン を 含 む 1 7塩基
に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (5
'
-
T C GAC G GC C G C C
r
rT C A T･3
,
) を設計 し た. ま た , コ ン ト ロ ー
ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドと して は , セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
(5
,
rA T G A A G C G C G C C G T C G A･3
,
) と, ア ンチ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レオ チ ドの 塩基配列内で下線部 の4塩基が異な る ミ ス マ ッ チ オ
T) ゴ ヌ ク レ オチ ド (5
,
1竃G A C∈GCCG C CAT Crr 3
'
) を設計 し
た. これ らの オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドは リ ン酸 ジ エ ス テ ル 結合内 の
酸素原子を硫黄原子 に置換 した ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト型 オリ ゴ ヌ
ク レオチ ドと して 合成され た (釆亜合成, 束京).
Ⅳ . ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに よ る 細胞処理
種 々 の 濃度 の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト型 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と
1 0FLg/mlの リ ポ フ ェ ク チ ン (Gibc o) 存在化に無血清 RP M I培地
中で , N U G C-3細 胞 を4時間培養 した後, 培地を吸引 し た . 無
血 清 R P M I培地で 洗浄す る事に より リ ポ フ ェ ク チ ン を除去 し,
10 % F B S含有 R P M I培地 に て さ ら に48時間培養を続けた .
~Ⅴ. ウエ ス タ ン プロ ッ ト
培 養細胞を 7) ン 酸 横衝 生理 食塩水 (pho sphate -buffe r ed
s alin e, P B S) (pH 7 A) に て洗浄 し た 後, 細 胞溶解液【50m M
Tris-H Cl(pH 7.4), 0.15 M塩化 ナ ト1) ウム , 0.1 % SD S, 0.1 % デ
オ キ シ コ ー ル 酸 ナ トリ ウ ム , 5m M E DT A, 1 %ノ ニ デ ッ トF 40,
1 % トリ トン Ⅹ-10 0, 2〃g/ml ア ブロ チ ニ ン , 1m M フ ツ 化 フ ユ
ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル , 2iLg/mlロ イ ペ プチ ン , 1m M オル ソ バ
ナ ジ ン 酸 ナ トリ ウ ム】 にて 溶解 し, 10,0 00rpm , 10分間遠心 に
よ り不溶物を除去 した . 遠 心に よ り得 られ た上 宿 を採取 し, プ
ロ テ イ ン ア ツ セ イ キ ッ ト(Bio- Rad labor atorie s,Richm o nd, US A)
を用 い て 蛋白定量 し た . 得 ら れ た 蛋白 5/∠ g を 試料溶解液
【50m M Tris-H Cl(pH 6.5), 1 0 % グリセ ロ ー )L/ , 2 % S D S,
0.03 % ブロ モ フ ユ ノ M ル ブ ル ー 】に 溶解 し, 40m M D T r添加後,
94℃3分間 の 熱変性 を加え, 1 0 % S D S-PA G E を行 っ た . なお ,
イ ン テ グリ ン ー/? 1.,
M MP-1の 検出 に は , D T Tを添加せ ず に熟
変性を行 っ た . 検 出泳動後 の ゲ ル を , P V D F膜 (日本 ミ リ ポ
ア ･ リ ミ テ ッ ド , 東 京) に転写 し, 1 %脱脂粉乳 を溶解 し た
感 熱 ㌔
｡_ e一致 1 勒 勒 蹄 増 聯 亀 ■ 259 bp
β- a Ctin 勒 ■ 592bp
適娘軒㌔
ETS･ 1 増輝隋領顔如上闊噂巨琴錦寧j 押 ■ 榊 ■ 5 1 k Da
B
Fig. 1. Expr e ssio ns ofc-etS-1ge n e a nd m S
-1pr oteinin gastric
can c er c elllin e s. 仏)Dete ctio n ofc-etS-1ge n eby the 肝 PC R
s o uthe rnblotting. T he e xpe cted siz e s(bp) ofthe R T P C R
produ cts ar eindic ated atthe right wi tharr o w s. (B)Dete ctio n
of E T S Iprotein by w e ste rnblotting. T he siz e(k Da) of the
E TS-1proteinisindic atedatthe rightwithar rO W.
胃が んと 転写因子 c- β由一1 657
0.5 %ツ イ ー ン20添加 トリ ス 硬衝液Crris-buffe red salin, T B S)
【20m M Tris-H Cl(pH 7.6), 137m M NaCl] に転写膜を4 ℃, 一 晩
浸漬 し て非特異反応を阻止 し た後 , 1/∠g/ml に希釈 した
一 次抗
体と室温 で2時間反応 させ た .■使用 した 抗体 は , 抗 E T S-1モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Clo ne 4 7, Tr a nsductio n Labo r atory ,
Lexingto n, US A), 抗 M M P-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(Clo n e41-
適頗鮮㌔
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1 E5, 富士 薬品, 富山), 抗イ ン テ グ リ ン ー α 2 ポ リ クロ ー ナ ル 抗
体 uB19 36, C he mic o n, Te m e c ula, US A), 抗イ ン テ グリ ン
Plモ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 (Clo n eB- D15, 岩城硝子, 東京) お よ
び 内部標準 と して 用 い た抗 /9 一 ア ク チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
(Clo ne A C-15, Sigm a, St.Louis, U S A) で ある. 0.1%脱脂粉乳
を溶解 し た0.5 %ツ イ ー ン20添加 T B S に て洗浄後, 0.1FLg/ml
に 調整 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ ダ ー ゼ 標 識抗 マ ウ ス IgG
(A P 1 9 2A, C he mic o n) あ る い は 抗 ウ サ ギ IgG (A P 18 2 A,
C he mic o n) を 室温で4 5分間反応さ せ た. 再度洗浄後, ア ル カ
リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 (B C I P/N B T Plu s, M o s sIn c,
Pa s ade n a, U SA)を用い て反応, 発色させ た .
Ⅵ . E uSA
前述の 条件で培養後, 培養液を吸引 し, 細胞 をP B S で2回洗
浄後, 無血清 R P M I-1 640培地で 24時間培香 し, そ の 培養液 を
3,000rpm , 10分間遠心し沈癒を除去 し た. 得ら れ た培養上帝中
の u -P A蛋 白抗原量を u -P A E LIS A キッ ト (TintEliz e uP A,
Biopo oI A B, Um e a, Sw ede n) を用 い て 測定 し た. 実験 は各群
に つ い て 3回ず つ 施行 した .
適娘軒♂
lntegrin- (12
･ α3 服 紗 健
一 α4
-β1
轟 く 4 8 5 bp
啓 ぺ 瀾 7 bp
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Fig. 2. R T-P C R So uthe rnblotting a n alysis ofc- etS-1 and
m etastasis-relatedgen e sin ga stric c a n c e r c ell lin e s. 仏)c-etS-
1, u-P Aand u-P Ar elatedgen e s, prOtO- O nCOge n eS, and inte rnal
c o ntr ol. (B) M M Ps a nd MM P-related gen e s. (C)integrin s.
T he expe cted siz e s(bp)ofthe R トP C Rpr odu cts a reindic ated




ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド
(3-(4,5･dim ethylthia z ol-2⊥yl)一2,5-diphe nyltetr az oliu mbr o mide,
M T T) 試験を行 っ た . す な わ ち, 96穴 プラ ス チ ッ ク プ レ ー ト
(Nu n c, Ro skilde, Den m a rk) に お い て ! 細胞 を培卦軋 各ウ
ェ ル に, 最終濃度0.2mg/ml に調整 した MT r試薬 (Sigm a) を加
え, 37℃ に3時間静置 した . 細胞 との 反応に よ り生 じた 色素産
物を ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ドで 可 溶化 し, 波長540n m の 吸光度を
イ ム ノ リ ー ダ ー で測 定 して 細胞数 の 指標 と した. 実験 は各群 に
つ い て3固ず つ 施行 した .
Ⅷ . 免疫組織化学染色
パ ラ フ ィ ン 包埋10 % ホル マ リ ン 固定標本 より4甘 m の 切片を
作成 し, 脱 パ ラ フ ィ ン 後内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を不括化する
た め 0.3 %過酸化水素水添加 メ タ ノ ー ル に30分間浸漬 し, P B S
で 洗浄 した . 次 に , 非特 異的抗原抗体反応を防止す る た め に
10 %正常ヤ ギ 血清 (Dakopatts , Cope nhage n, De n m a rk) に20
分間反応 さ せ た後, 1〃 g/ml に希釈 し た 一 次抗体 と 一 晩4℃ に
て 反応 させ た . 使用 した抗体は t 抗 E T S-1 ポリ クロ ー ナ ル 抗体
(C-20, Sa nta CruZ Biote chn olog y, Santa Cru Z, U S A), 抗 u-P A
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (# 3 68 9, Am e ric a ndiagn o stic ain c,
Gre e n wich, U S A), 抗 M M P-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (富士薬品)
で ある . P B S に て洗浄 し た 後 , ビ オ テ ン 化抗 マ ウ ス IgG抗 体
(Dakopatts) に 室温で 2時間反応 させ , つ い で ス ト レ プ トア ピ
ジ ン ･ ビオ ナ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体 に30分反応 さ せ た .
0.0 4 % ジ ア ミノ ペ ン チ ジ ン (Sigm a) 溶液 で発色 させ , 0.3 %メ
チ ル グ リ ー ン で核 染色 を行 っ た . 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して , 正
常 副腎の 10 % ホル マ リ ン 固定標本 を使用 し た . 陰性 コ ン ト ロ
ー ル に は
一 次抗 体と して 非免疫正常 マ ウ ス 血 清を用 い て, 陽性
像 が 得 ら れ な い こ と を確認 し た . が ん細 胞数 の 10 %以 上 が 染
色さ れ た もの を 陽性 と して 判定 した .
Ⅸ . 統計学的解析
測定値 は全て 豆 ± S D で示 した . 臨床病理学的因子と の 相関
は x
2
検定 で 判定 した ･ 生 存曲線 は Kapla n-M eie r法 を用 い て作
成 し, 2群 間の 有意差は
一 般化 W ilc o x o n検定 を用い て 判定 した .
多変量解析 に は Co xの 比例 ハ ザ ー ドモ デ ル を用い た . E LIS Aの
測定結果 に は M a n n- W hitn ey検 定 を 用 い た . い ず れ も危険率
Table2･ R T-P C Ran alysis ofc-etS-1a nd m etast asis- relatedge n esingast ric c an c er c ell lin es
Expression ofgenein c elllines
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胃が んと 転写因子 c-βか1 659
5%未満 をも っ て 有意差あり と判定 した .
成 績
Ⅰ . R T- P C R法 に よ る と 卜胃が ん培養細胞 に お け る c- efg- 1
m R N A発現と転移関連遺伝子 の発現 の解析
胃が ん細胞株6株 にお ける c-βね-1 と転移関連因子 の 遺伝子党
規を m -PCR法 お よ び ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に より解析 し た
(国1, 図2). また 各が ん 細胞の 遺伝子発現 の 解析結果をま とめ ,
表2 に示 した . c- etS-1の mR N A お よ び F rS-1蛋白の 発現 は6種の
胃が ん 細胞株の うち K K 15を除い た5株 の 細胞株 で認め られ た.
こ の 5株 に お い て は, 同時に u -P A, M M P-1, TI M P-1, イ ン テ
グ1) ン ー α 2, - α 3, - β4 お よ びc- m et
.
m R N Aの 協調的発現を認
め , m で は い ずれ の m R N A発現も認 め られ な か っ た . ま た,
P AI-1, P AI-2, M M P-3, M M P-7, M M P-9 お よ び M T l-M M P
mR NA は, C- etS-1 mRNA の 発現が 陽性で あ っ た細胞株 にお い て
の み 認 め ら れ た . u- P A R, TI M P-2, M T2- M M P, イ ン チ グリ ン
ー
α 6, - α Ⅴ, - /
′?1, お よ び - β5 m R N A は全て の 細胞株 に発現が
認め ら れ , イ ン テ グリ ン α 6 におい て は26 7塩基対の イ ン テ グ
リ ン ー α 6 バ 1) アン ト
1(})の 発現が 全株 に認 め ら れ た . M T 3- M M P
およ びイ ン テ グ 1) ン ー α 4 m R N A は, C- etS-1の 発現を認 めなか っ
た K KI,Sの み に 発現 が認め ら れ た . ま た , M M P-2, イ ン テ グ1)
ンー α 5 およ び- β3の mR N A発現 に つ い て は, C- eis-1 m R N A発現
との 直接 の 関連性が認め られ な か っ た .
Ⅰ . c - efざ -1 ア ン チ セン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに よ る細胞外
マ トリ ッ クス 分解酵素お よ び接着因子 の発現抑制
C-etS-1, u-P A, M M P-1 お よ び イン テ グ 1) ン ー α 2を発現 し て い
る N U G C-3細胞を用 い て , C- etS-1 m R N A に特異的な ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド処理 が転移関連遺伝子発現に及ぼす影響
♂$㌔㌔㌔♂
座
職 ■ - - ■喝 囁 馳 ■ - ■■ - ■ - ◆ - 51kDa
E T S･1
鱒癖牒開 削 如鱒 吻 織 岬 押針酬 喝夢 ◆ - 42k Da
β- aCtin
㌣千ヤ∵ナ∵ ソ 十芯監2
◆ - 11 6kDa
Jntegrjn-(il
『b■■■ ■･ 中 一 ■■■ ■■■ - - ･ -■ 岬 ← 52 k Da
M MP-1
Fig. 3. E 蝕cts ofa ntise n s e oligo n u cle otide stargeted fo r c- eis-1
gen eon M M P･1 andintegrin- α2 expre s sio n s. Black c olu m n,
C ultu rewithout oligo m ers; White c olu m n s, With antis e n s e
Oligo m e rs;hatchedc olu m n s,C O ntrOloligo m e r s.
に つ い て検討 した . N U G C-3の E T S-1蛋白の 発現量 を ウ エ ス タ
ン プ ロ ッ ト法 に より解析 した結果, ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド処理 に より, 濃度依存性 に が ん細胞中の E T S l蛋白の 発
現が抑制 さ れ る こ と が確認さ れ た (図3). 同時に, が ん細胞中
の イ ン テ グ リ ン ー α 2 と M M P-1蛋白 の 発現低下 が 認め ら れ た .
･･山 方, コ ン ト ロ ー ル オリ ゴヌ ク レ オチ ド処理 で は こ の よう な変
化 は認 め られ なか っ た . また, ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オチ
ドは イ ン テ グ リ ン ーノ91蛋白お よ び 内部 コ ン トロ ー ル と して 用い
た β- ア クチ ン 蛋白 には 影響を与えなか っ た (図3). つ い で , 培
養上 清中 に放出さ れ た u-P A蛋白の E LIS A に よ る測定 で は , u-
PA蛋白抗原量 は ア ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 投与 によ
り , 濃度依存性 に抑制 さ れ, 50 0nM で43 %抑制さ れ た. ま た,
コ ン トロ ー ル オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドで は変化 は認め ら れ なか っ た
(図4). M
′
IT試験 に よる 細胞増殖 の 検討 で は ア ン チ セ ン ス オ リ
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Fig. 4. Effe cts of antis e n s e oligo n u cle otide s o nthe produ ctio n
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れ に お い ても細胞増殖 に変化 は認 め ら れ な か っ た (図4).
Ⅱ . 原発性胃 が ん に お け る m S-1蛋白の 発現 の検討
1. 臨床病理学因子 と の 相関
外科的に切除さ れ た 原発性胃が ん 103症例軋 73症例 (71 %)
で E TS-1蛋白の 発現 が認 め られ た . が ん細胞 は , 細胞質 と核内
に抗 m l抗体 と反応す る免疫原物質を有 して い た (図5A).
一
方, 正 常胃粘膜 は増殖帯を中心 に陽性像 を認め る もの もあっ た
が , 染色像 は が ん 部 に比 して 淡か っ た (図5B). 表3 に臨床病理
学的因子 と ETS l発現との 相関を示 した . 分化度で は , 高分化
脱 が ん (83 %) が , 低分 化脱が ん (62 %) に 比 して 有意 に陽性例
が多 か っ た . 浸潤 関連形質で は, 深遠度 が 固有筋層 にお よ ぶ 進
行胃が ん にお い て 陽性率 が 74 % と早期胃が ん に 比 し て 有意 に
高値を示 した が , 脈 管侵襲や 肉眼型 と は相関が認め られ なか っ
B
Fig.7･ Im m u n ohisto che mic al staining ofu
-P Aa nd M M P-1･
Ⅶ1 e e X amin atio n w aspe rfor med byu singthe s am e Spe Cim en s
a spr e se nted in Fig. 1. (朗lmm u n o staining with a nti-u-P A
m o n o clo n al antibody. (B)Im m u n o staining withanti-MM P
-1
m o n o clo nalantibody. Bar Sin (郎 and(B),50FL m .
胃が ん と 転写国子 c-βね-1
た . 次 に転 移と の 関連 を み る と , 肝転 移例 で は 仝症例 に お い て
ET S lの 発現が 陽性であり, 統計学的 にも有意差が認め ら れ た .
しか し, リ ン パ 節転移, 腹膜播種 と は相関が認め られ な か っ た .
予後 と の 関連 を検討 した と こ ろ , E T S-1陽性例 の 5年生 存率 は
68 % と, 陰性例 の 40 % に対 し て不良で あり , 両群間 に有意差
が認 め ら れ た (図6). 更 に , m S-1の 予後 に 対す る重 みを , 背
景因子 の 影響を除い て検討する た め に Co xの 比例 ハ ザ ー ドモ デ
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ル を用 い て検討 した と こ ろ , 訂S-1蛋白陽性率 は , 分化度 , 深
遠度, リ ン パ 節転移 にもま して, 最も予後 に対 して 重み の ある
因子であ る こ と が 明ら かと な っ た (表4).
2. u一 弘 お よ び M M F l発現 との 相関
が ん組織中に お け る , u-P A蛋白 お よ び M M P-1蛋 白の 発現 と
E T S-1蛋白の 発現 と の 相関性 を検討 した . u-P A, M M P-1蛋白は
い ず れ もが ん細胞 の 細胞質 に発現を認め , 103症例中, u一 弘 陽
Table3･ Co rr elation betw ee nE T S-1protein e xpressio n andclinic opathologlCal findings
No . ofc as es
Variable ET S-lexpr ession
a)
Negative Positive
p- V alu e
bychi-Squ ar e teS
H istologlC al differe ntiation
Differe ntiated
Undiffer ntiated
Macr os coplCty Pe
Lo caliz ed
InfiltI- atlng
Depth oftum orinvasio n
Early
A dv an c ed
Hepatic m etast asis
Negative
Po sitiv e
Perito n e al diss e min ation
Negativ e
Positiv e
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Expr es sio n ofets-1protein w asc o r edaspositive(≧1 0 %oftu m orceIIs w ercpositiv e)ornegative(<1O %oftunlO r
C ells we repositiv e).
Table 4, Res ults of m ultiv ariable an alysis by Cox
r
sproportio nal
haz ard m odel
M ultivariable analysIS
F- V alue P-V aIu e
Variable
H ist ologlC al differ entiatio n
(differ entiated/u ndifferentiated) 0･6389 0･424l
Depth of in v asion
(e arly/adv an ced)
Lymphn ode m etast asis
(n egative/positiv e)
ets- 1status
(n egativ e/po sitiv e)
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pq v alue
bych iMSqu areteSt



















Expr essio n ofeachpr otein w as s cored aspo sitiv e( 之1 0%of tu m orc ells w erepositive)o r n egativ e(<10% oftu m o r
C els w erepositive).
性 症例 , M M P-1陽性症例数は そ れ ぞれ , 65例 (63 %), 77例
(7 5 %) で あ っ た (図7, 表5). E TS-1発現症例 と u-P A発 現症例
と の 間に は 有意な相関関係 が認め られ , m -1発現症例 73例中
の 54例 (7 4 %) に upP A が発 現 して い た . また , M M P-1 との 相
関で も, 有意な相関関係 が認 め ら れ, E T S l発現症例73例中の
6 0例(81 %) に M M P-1 が発現 して い た .
考 察
が ん 細胞の 浸潤 と転移 に お い て E C Mの 酵素的破壊 は不 可欠
の ス テ ッ プで ある . 生 体内 には 分子構造, 基質特異性 や活性化
機構な どの 生 化学的特性 の 異な る多様な E C M分解酵素 が増殖
因子 や サ イ トカ イ ン な どの 外的刺激 に依存的ある い は恒常的 に
発現され て い る . 特 に , が ん細胞 の 浸潤性 と転移能を反映す
る最も重要なE C M分解酵素と して u-P A t M M P が知 られ て い
る 4)1 1)12). 血清中 に存在す るプラス ミ ノ ー ゲ ン を晴性型 プ ラ ス ミ
ン に 変換す る酵素で ある u -P A は多種類 の が ん 細胞 に よ り分泌
さ れ, 浸潤性増殖 に お ける組織破壊 と密接 な関連 がある こ と が
指摘 され て きた . ひP A により活性化 さ れ た プ ラ ス ミ ン は様 々
な E C Mを基質 とす る ほ か , プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン , u-P A, M M P
な どの 滞在型酵素を活性化す る こ と か らも相月包外 マ トリ ッ ク ス
分 解酵素の 晴性化カ ス ケ ー ドの 鍵と な る酵素と して 注目 さ れ て
い る 13卜 l` i). また , M M P につ い て もそ の 生化学的機能解析 の 研
究 に加えて , 遺伝子 ク ロ ー ニ ン グが 進 み, 現在で は今回検討 し




が ん細胞 の E C M との 接着 , 細胞 間接着や遊走 に重要 な因子で
ある接着因子イ ン テ グ リ ン は多く の が ん で悪性形質と の 関連性
が示唆 さ れて きた 18卜 2Ⅰ)
近年, 細胞 内シ グ ナ ル 伝達系や様 々 な 遺伝子 の プ ロ モ
ー タ ー
構造の 解 析が進 み , が ん細胞の 浸潤 に関与する国子群が遺伝子
の 発現調節 レ ベ ル で 密接か つ 多相階層的 に相互連関す る可 能性
が考え られ る よ う にな っ た . 転移関連遺伝子の なか で , シ ス 領
域 に 細 結合 モ チ ー フ が存在 し, ぬ フ ァ ミリ ー に よ っ て 遺伝子
の発現 が調節 さ れ る こ とが 報告され て い る も の に は , ひP A
22)
,
M M P1 23), M M P･3
24)








28)お よ び c-βγみB-2遺伝子29)が ある . すな わち , ぬ フ ァ ミ リ
ー が , こ れ ら転移関連遺伝子の 制御因子 と して が ん の 浸 潤 と転
移 に携 わ っ て い る可 能性が考えら れ る . しか し, が ん 細胞 にお
ける βね フ ァ ミ リ ー の 機能的解析 に関す る報告 は棲 め て 少 な い .
そこ で , 本研究 で は 胃が ん の 悪性形質の 発現 にお け る c- ぬ -1の
役割を明ら か にす る こ と を目的 に , C疇 ぬ -1の 発現 と転移関連国
子 の 発現を解析 し, そ れ ら の 相互 関連性 お よ び 浸潤 , 転移と の
相 関に つ い て検討 を 行 っ た .
R T P C R法 に よ り遺伝子発現を解析 した 結果, 胃 が ん 細胞株
で は 6株中5株 に c-etS-1, u-P A, M M P-1, TI M P-1, イ ン テ グ リ
ン ー α 2, - α 3, 一 β4 お よ びc一 肌 扉遺伝子 の協調的発現 が認 め ら れ ,
こ れ ら の 遺伝子 が c- ぬ -1を中心 と し た 制御を受けて い る こ と が
示唆 さ れ た . 一 方 , P A ト1, P A I-2, M M P-7, M M P-9 お よ び
M T l-M M P遺 伝子 は, C- eis-1遺伝子 の 発現 が陽性で あっ た 細胞
株 に お い て の み 認 め ら れ た . 従 っ て , E T S-1蛋白 が こ れ らの 遺
伝子発現 にも関与 して い る可能性 が考えら れ る . しか し, こ れ
ら の 遺伝子発現 に E T S-1 が関与す る こ と を実験的に証明 した 報
告は なく , その 関連性 に つ い て は さ ら に 詳細な検討が必要であ
る . なお , 胃が ん 組織より抽出 し た mR N Aに つ い て , 同様 に遺
伝子発現様式 を解析 した と こ ろ , ほ ぼ 同様 の 協調的発現を確
認 して い る (結果末表示). 次 に , 胃 が ん 培養細胞 N U G C-3 に
c- etS-1 m R N A に相補的な配列を持 つ ア ン チ セ ン ス オ 1) ゴ ヌ ク レ
オ チ ドに よ る 処理 を行 っ た 結果, E T S-1蛋白の 低下 に と もな っ
て , M MP-1 とu-P A に加えて , イ ン テ グリ ン ー α 2の 党規 の 低下
が認 め ら れ た . こ の こ と か ら , N U G C-3 に おい て は ET S-1蛋白
に よ っ て 転移関連遺伝子 の うち u-P A, M M P-1 およ び イ ン テ グ
リ ン ー α 2 が 正の 制御を受けて い る こ と が 明ら か と な っ た . が ん
に お ける イ ン テ グリ ン の 発現と転移能 に つ い ては , 一 般的 にはが
ん の 悪性度 の 克進 に伴 っ て , イ ン テ グリ ン ー α 2ノ91, - α 3ノ■ヲ1,
-
α 4β1, 一 α 6ノ
′ヲ1, ある い は 一 α 6′94 な どは発現 が増加 し, ･一 方,
イ ン テ グ リ ン ー α 5ノ91 は む しろ 減少す る と い う 報告が 多い ･ 過
剰発現が が ん 転移を助長す る と い う報告 と して , イ ン テ グリ
ン ー α 2/91 を発現 してい な い 横紋筋肉腫細胞に α 2の cD N Aを遺
伝子導 入す る と , も との 細胞 に比 して腫瘍形成や増殖速度 に は
差は な い が , J批 骨, 副腎 , リ ン パ 節 へ の 転移性が著明 に先進
した と い うも の が ある
21)
. 胃が ん にお い て は腹膜播種 モ デ ル に
お い て 胃が ん細胞 の イ ン テ グリ ン ー α 2, - α 3の 発現増強 に伴 っ
て , 播 種能 が上 昇す る と い う報告があり
30)
, 胃が ん お よ び大腸
が ん組織 に お い て も, 肝転 移巣 で イ ン テ グ リ ン ー α 3/91 が高発
現す る こ と が 示 さ れ て い る
3Ⅰ)
. さ ら に , マ ウス Le wis肺 が ん 細
胞 で は イ ン テ グ リ ン ー α 6β4の 発 現 の 高 い 株ほ ど高転移性を示
す こ と が報告さ れ て い る1 8)1 9). 一 方 , 形質転換 した ハ ム ス タ ー
の 卵巣細胞 にイ ン テ グ リ ン ー α 5β1 を過剰発現 させ る と , そ の
細胞 の 移動能お よ び腫瘍形成能が低下す る と い う報告もある
20)
･
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しか し, イ ン テ グ リ ン ー α 5β1 に関 し て は , 原発腫瘍巣 や転移
巣 で発現が克進 し て い た と い う 報告
:ほ)もある こ と か ら, 転移に
お け る イ ン テ グ リ ン ー α 5β1の 役割 に つ い て は 未 だ明 ら か で は
ない .
原発 性胃 が ん1 03症例 に つ い て 免疫組織化学染色法 に よ り
E T S-1蛋白 の 発現を解析 した 結果, 胃が ん の 進 行度 に応 じて 発
現率 は増加 し, さ ら に発現陽性率は壁探適度, 肝転移な どの 悪
性形質に関連す る国子 と高 い 相関 を示す こ とが 明 らか と な っ
た . さ ら に m l蛋白の 発現が予後 と相関す る こ とが 示 され た .
胃 が ん に お け る E T S l蛋白発現 に関す る知見 と して , 進行が ん
ほ どETS-1蛋白発現率が高い こ と が 報告さ れ て お り‥用 , 今回の
研究結果 と 一 致す る . m -1蛋白発現 の 意義 の ひ と つ と して 転
移関連遺伝子産物の 発現誘導が浸潤, 転移 に つ なが っ たと 考え
ら れ た . そ の 確認 の た め , u -P A と M M P-1蛋 白の 発現も同時に
検討 した と こ ろ , E T S-1蛋白 の 発現 と u-P Aあ る い は M M P-1蛋
白 の 発現 は強い 相関性 を示す こ とが 明 らか と な っ た .
一 方 , 胃が ん の 進展に 最も強く関与 して い るテ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ型 増殖因子受容体の ひ と つ に, 肝 細胞増殖因子 (hepato cyte
gr o wth fa cto r, HGF) の 受容体 であ る c- m et遺伝子 と c-e rb B-
2遺伝子 があ る . こ れ ら の 遺伝子 の 発現も, が ん 細胞 に お い
て βね フ ァ ミ リ ー に よ り 正 の 制 御 を 受けて い る こ と が 報告 さ
れ て い る
2 ㈹ )
. 本研究 で も, C- eね-1の 発現 して い る細胞株 は同
時 に c一 別 βf遺伝子 を発現 して い た . 細胞 の 種類 に よ っ て 異な る
が , C- gね-1の 発現を上昇 さ せ る増殖因子 と して は , H G F に加え
て , 腫瘍壊死因子- α , 血 管 内皮細胞増殖国子 , 塩基性線維芽
細胞増殖因子, 上 皮増殖因子, イ ン タ ー ロ イ キ ン ー1 な どが知ら
れ て い る
34) 35)
. こ の よう な増殖因子 に よ る u-P Aの 遺伝子発現に
は gね フ ァ ミリ ー が 関与 してお り , 和 5を 介 した 新規 マ イ ト ジ ュ
ン活性化プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に よ る m の リ ン 酸化が 起 こ る こ
と が報告 さ れ て い る3`i). また , 液性 因子 に よ る ぬ の 発現誘導以
外 にも E C M と その リ ガ ン ドで あ る イ ン テ グリ ン 受容体を介 し
た シ グ ナ ル 伝達系に依存 した 発現誘導が起 こ る こ と も示唆さ れ
て い る . す な わ ち, タ イ プ Ⅰ コ ラ ー ゲ ン と イ ン テ グ リ ン ー α 2′ヲ
1と の 結合 は M M P-1の 発現誘導 を惹起 し
:17)=靭
,
フ ァ イ ブ ロ ネク
テ ン は イ ン テ グ1) ン ー α 5′?1 に結合 し て M M P-1 や M M P-3 を誘
導す る が , こ れ らの 誘導 に は ぬ フ ァ ミ リ ー が 関与 し て い る 抑1,`)
こ の よ う に , が ん細胞 に お け る βね フ ァ ミ リ ー の 発現制御機構
に つ い て は こ れ ら増殖因子の 発現と と も に, が ん 遺伝了･の 活性
化や接着国子な どの 関与, E T S蛋白リ ン 酸化の 機序も含め今筏
給合的に解析す る必要 があると 考え られ る.
近年 , が ん転 移 と 血 管新生 の 関連惟 が注 目報告さ れ て い る
が , が ん や カ ポ ジ 肉腫組織小の 問質線維芽細胞 や血 管内皮細
胞 で c-eね -1の 発現 が 克進 し て い る こ と か ら , 問 質細胞 で の
M M P-1や M M P-3の 発現が c-etS-1 によ り誘導 さ れ る こ と が 示唆
さ れ た 抑 ‖)42). 最 近, 血 管 内皮細胞 に お い て , 血 管増殖因子に
より誘導 され た c-eis-1 が内皮細胞の M M P-1や u-P Aの 産生 を促
進する こ とが 明 らか と な っ た 35). こ れ と 同時 に , 細胞遊走や管
腔形成も誘導さ れ る が , 今回の 研 究で 示 され た よ う に, 血 管内
皮 に お い て も胃が ん 細胞と同様 の 制御機構の 存在推測 され , 血
管新生に お い て もイ ン テ グ リ ン ー α 2 が介在する可能性 が考えら
れ る . つ まり, C- βね -1 は が ん細胞 の み な らず周囲の 血管内皮細
胞 や線維芽細胞 にお ける EC M分解酵素 や接着因子 の 発現調節
にも深く関わり, それ らの 機能を調整す る こ と によ り, が ん 転
移や血 管新生 に促進的 に作用 して い る こ とが 示唆 され る. が ん
の 進展の 抑制法ある い は治療法を論理的に新規開発す るた め に
も, C- etS-1遺伝子お よ び E TS-1蛋白 は が ん 原発巣お よ び 周囲の
問質細胞も含め た 共通の 標的遺伝子と して 有用 であ る と考えら
れ る .
結 論
が ん 転移形質の 発現 にお ける重要な エ フ ェ ク タ 一 因子 と して
転写因子c-βね-1 に着 日 し, ヒ ト胃が ん培養細胞株お よ び 胃が ん
組織 にお け る c一βね-1遺伝 子な ら び に E T S-1蛋白と 転移関連因子
の 相互 関連性 に つ い て検討 し, 以 下 の 結果を得 た.
1. ヒ ト胃が ん培養細胞株 に お け る c- βね-1お よ び 転移関連遺
伝子発現 をR T-P C R法 に よ り解析 した 結果 , C- etS-1 m RN A と
u -P A, M M P-1, TIM P-1, イ ン テ グ リ ン ー a 2, - α 3, - β4お よ
び c- m etm R N Aの協調的発現が認 め られ た.
2. c- ぬ -1 m R N A に対する ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 処理 に より , 胃が ん細胞株 N U G C-3 に おい て u-P A, M M P-1,
イ ン テ グリ ン ー α 2蛋白の 発現低下 が 認 め ら れ, E TS-1蛋白が こ
れ ら転移関連遺伝子の 発現 を正 に 制御 して い る こ と が 明 らか と
な っ た .
3. 抗 訂円-1抗体 を用い た免疫組織化学染色 の 結果, m -1蛋
白の 発現 は胃 が ん の 浸潤や転移と関係す る病理学的因子と高く
相関 し, 発現群は 非発現群 より有意に予後不良であ っ た .
以 上 の 結果か ら, C- eね-1は胃 が ん の 浸潤 , 転移, 予 後に 関わ
る 因子 であり, 胃が んの 進展 に機能的に関わ っ てい る こ と が示
さ れ た .
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- β4 s ubu nits, a nd c - m etPrO tO- On C Oge n e, Where a s o ne cell lin ewith c - etS-1 n egativ e expressio nw a sall
negativ eforthe s ege n e s･ Treatm entofN U GC-3 c ells withc- etS-1 a ntisen se oligon u cle otidesinhibitedthe e xpr es sion of E T S-
1, M M P-1, a nd integn n
- α 2 in ado s e-depe nde nt m a nn e r a nd redu c ed the produ ction ofu -P A 丘
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O m N U G C-3 c e11s･ The se
r e sults s uggestedthat E T S
-1protein up- regulate sthe expre s sio n of M MP-1, u -PA andintegrl n
- α 2･ Se v e ntythreeo ut of lO 3
(71 %)s ample s ofprim ary gastric c a n c e rtiss u e s w e r epo sitively stained fo rE T S-1pr otein byim m u nohist o che micalstaining.
Expre s sio nof E T S
-1pr otein w a s correlated with hist ologlC al diffe re ntiation ,depthof in v asio n, O rhepatic m etasta sis ofgastric
C a n C er, and w a s c o nfirm ed to be an indepe nde nt progn o stic fac to rin ga stric can c e rby Cox m ultiv a riate a n alysI S.
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PrOtein as e s and ad he sio n molec ule s.
